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บทคัดยอ  
เอนไซม cytochrome P450 (P450) เปนกลุมเอนไซมภายในตับที่สําคัญตอเมแทบอลิซึมทั้งสารภายในรางกายและสารแปลกปลอมหรือยาที่เขาสูรางกาย 
การศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม P450 ทําใหไดขอมูลทํานายวิถีเมแทบอลิซึมของสารแปลกปลอมหรือยาผานไอโซฟอรมยอยของเอนไซม P450 
ได เอนไซม P450 ที่สําคัญในการเมแทบอลิซึมไดแก CYP1, CYP2 และ CYP3 โดยการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม CYP1 สวนใหญอาศัย
ปฏิกิริยา dealkylation ของสับสเตรท alkoxyresorufin ในขณะที่เอนไซม CYP2 และ CYP3 อาศัยปฏิกิริยา dealkylation และ hydroxylation ของสับสเตรทที่
แตกตางกันไป ดังนั้น การเลือกใชวิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม P450 ที่เหมาะสมจะทําใหไดขอมูลวิถีเมแทบอลิซึมที่ถูกตองและมีความ
นาเชื่อถือ สามารถนําไปเปนขอมูลเบื้องตนในการทํานายวิถีเมแทบอลิซึมในรางกาย ตลอดจนการทํานายและแปลผลทางคลินิกทางประสิทธิผล และพิษจากยา
และอันตรกิริยาระหวางยาและยาหรือสารแปลกปลอมตางๆ ไดตอไป  
คําสําคัญ: ประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม, เอนไซมไซโตโครม พี 450, CYP1, CYP2, CYP3  
ไทยเภสัชศาสตรและวิทยาการสุขภาพ 2553;5(2):169-179§  
 
บทนํา 
§สารตาง ๆ ทั้งสารอาหารและสารจากมลภาวะตาง ๆ รวมถึง
สารแปลกปลอม (xenobiotics) ที่เขาสูรางกาย ลวนตองไดรับการ
เปล่ียนแปลงภายในรางกายทั้งสิ้น ซึ่งการเปลี่ยนแปลงสารตาง ๆ 
ในรางกายแบงไดเปน 2 ระยะ หรือ phase คือ phase I ซึ่งเปน 
functionalization reaction โดยเกิดปฏิกิริยาผานกระบวนการ 
oxidation, reduction และ hydrolysis ซึ่งสวนใหญมักทําใหสิ่ง
แปลกปลอมมีความเปนข้ัวเพ่ิมข้ึน แลวถูกกําจัดออกทางไตไดงาย 
โดยเอนไซม cytochrome P450 (P450) เปนกลุมเอนไซมที่สําคัญ
ที่เปล่ียนแปลงสารใน phase I โดยทําหนาที่เรงปฏิกิริยา 
oxidation ทําใหเกิดสารใหมที่มีคุณสมบัติตางไปจากเดิม สวนใน 
phase II หรือ conjugation reaction เปนการนําสารที่มีข้ัวสูงเชน 
glucuronides, sulfate หรือ glutathione มารวมตัวกับสิ่ง
แปลกปลอม ทําใหสิ่งแปลกปลอมมีข้ัวสูงตามไปดวย สงผลใหการ
ขับสิ่งแปลกปลอมเหลานั้นผานออกทางไตไดดีข้ึน1   
 
เอนไซม Cytochrome P450  
P450 เปนเอนไซมที่สําคัญในกระบวนการเมแทบอลิซึม 
(metabolism) สารแปลกปลอมที่เขาสูรางกาย อาทิเชน ยาตาง ๆ 
                                                            
§ 15th year of Srinakharinwirot Journal of Pharmaceutical Science 
สเตียรอยด และสารกอมะเร็ง เปนตน เอนไซมชนิดนี้เมื่อถูกรีดิวซ
และจับกับคารบอนมอนอกไซด (carbon monoxide) จะสามารถ
ดูดกลืนแสงไดมากที่สุดที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ดังนั้นจึง
เรียกวา cytochrome P450 นอกจากนี้เอนไซม P450 ยังแบงเปน
หลายแฟมิล่ี (family) และแตละแฟมิล่ีแบงเปนซับแฟมิล่ี ซึ่ง
ประกอบดวยหลายไอโซฟอรมยอย ๆ (isoform) เชน CYP1A1, 
CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2D6, CYP2E1 และ 
CYP3A4 เปนตน ซึ่งการจัดเรียงอยางเปนระบบนี้ใชความ
คลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนของเอนไซม หากคลายคลึงกัน
มากกวา 40 เปอรเซ็นต จะจัดใหอยูในแฟมิล่ีเดียวกันซึ่งจะแสดง
โดยเลขอารบิคตัวแรกเชน CYP1, CYP2 และ CYP3 และหาก
คลายคลึงกันมากกวา 55 เปอรเซ็นตจะจัดใหอยูใน subfamily 
เดียวกันซึ่งแสดงโดยตัวอักษรภาษาอังกฤษในลําดับถัดไปเชน 
CYP1A และ CYP1B และตัวเลขตัวสุดทายคือลําดับการคนพบ
เอนไซมใน subfamily เดียวกันเรียงจากนอยไปมากตามลําดับการ
คนพบ เชน CYP3A4, CYP3A5, CYP3A112  
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จํ า เปนต องอาศัยป จจัยอื่ นร วมในการทํ างานดวย  ไดแก 
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) และ
ออกซิเจน (O2) โดย NADPH จะเปนสารใหอิเล็กตรอนที่ใชใน
กระบวนการถายทอดอิเล็กตรอนและ O2 ในปฏิกิริยาทําใหเกิดสาร
ตัวกลาง (intermediates) เพ่ือเพ่ิมความมีข้ัวของสารแปลกปลอม





วัฏจักรการเกิดปฏิกิริยาของ P450 (รูปที่ 1)  
เอนไซม P450 เมื่ออยูในระยะพักจะมีโมเลกุลน้ํามาจับดวย
พันธะเคมีอยางหลวมๆ กับ heme ตําแหนงที่ 6 (step 1 ในรูปที่ 
1) เมื่อสารตั้งตนเขามาจะแทนที่โมเลกุลของน้ําทําใหน้ําหลุด
ออกไป สงผลใหเกิดการเพ่ิมศักยในการเกิดปฏิกิริยารีดอกซ 
(redox potential) ของ heme (step 2) โดยจะเกิดกระบวนการ
ถายทอดอิเล็กตรอนจาก NADPH ซึ่งมีเอนไซม reductase เปน
ตัวชวย ทําให ferric heme เปล่ียนเปน ferrous heme (step 3) 
ซึ่งมีความสามารถในการจับกับ O2 ไดดี เกิดเปน oxyferrous-
P450 (step 4) ซึ่งเปนสารตัวกลางระหวางการเกิดปฏิกิริยา แลว
เกิดปฏิกิริยาตอโดยมีการถายทอดอิเล็กตรอนครั้งที่ 2 เกิดเปน 
peroxo-P450 (step 5) แลว peroxo-P450 จะถูกเติมอะตอม
ไฮโดรเจน (protonation) เกิดเปน hydroperoxo-P450 (step 6) 
จากนั้นอิเล็กตรอนภายในโมเลกุลจะเกิดการเคลื่อนที่ เปนเหตุให
พันธะระหวางออกซิเจนสองอะตอมถูกตัดออก ไดเปนน้ําและ 
oxyferryl-P450 (step 7) ซึ่งมีความสามารถทําปฏิกิริยาไดสูงและ
เปน form ที่ทําปฏิกิริยากับสารตั้งตน โดยใชออกซิเจนทําปฏิกิริยา
กับสารตั้งตน (R-H) เกิดเปนคอมเพล็กซ (step 8) และเอนไซมจะ
กลั บมาอยู ใ น ร ะยะ พัก เช น เ ดิ ม โดยผ านกลไก  hydrogen 
abstraction – oxygen rebound ทําใหไดผลิตภัณฑที่มีข้ัวเพ่ิมข้ึน 
และขับออกทางไตไดงาย  
 
ความสําคัญของเอนไซม P450 ในสิ่งมีชีวิต 
สิ่งมีชีวิตแตละชนิดมีสารพันธุกรรมที่แตกตางกัน ทําใหเกิด
ความหลากหลายทางชีวภาพขึ้น P450 จัดเปนสวนหนึ่งในความ
หลากหลายทางชีวภาพนั้นเชนกัน P450 มีหลายไอโซฟอรม โดย
มนุษยนั้นมี P450 ทั้งสิ้น 57 ไอโซฟอรม ซึ่ง 1 ใน 4 มีความสําคัญ
ในการเมแทบอลิซึมสารแปลกปลอม ไดแก CYP1, CYP2 และ 
CYP3 (ตารางที่ 1) สวน P450 ในแฟมิล่ีอื่น ๆ มีความสําคัญใน
การเมแทบอลิซึมสารภายในรางกาย (endogenous compounds) 
เชน กรดไขมัน (fatty acid) สเตียรรอยด (steroid) วิตามิน เปน
ตน5 สวนสัตวที่นิยมนํามาใชเปน model ในการทดลองไดแก หนู 
rat และหนู mice ซึ่งมี P450 จํานวน 89 และ 103 ไอโซฟอรม 
ตามลําดับ (แหลงขอมูล: http://drnelson.utmem.edu/Cytochome P450. 
html, สืบคนเม่ือ 8 พฤศจิกายน 2552) ซึ่งมีความเหมือนหรือความ





รูปที ่1 วัฏจักรการทํางานของ P450 (แหลงที่มา: Hamdane et al. Photosynth Res 2008;98(1-3):657–666)4 
 
R-H + O2 + NADPH + H+ R-O-H + H2O + NADP+
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มีรายงานการศึกษาของบางไอโซฟอรม เชน CYP1A1, 
CYP1A2, CYP1B1 ซึ่งศึกษาในสัตวทดลองแทนการศึกษาใน
มนุษย ทําใหยังมีขอโตแยงถึงการนําผลการศึกษาไปใชในมนุษย
โดยตรง ดังนั้น Bogaards และคณะ7 จึงศึกษาเปรียบเทียบเพ่ือ
คนหาแบบจําลอง (model) สัตวทดลองที่มีความคลายคลึงกับ
มนุษย โดยศึกษาจากรูปแบบการถูกยับยั้ง (inhibition pattern) 
ของ P450 แตละไอโซฟอรม และจลนศาสตรของเอนไซม P450 
(Km/Vmax) ตัวอยางเชน การศึกษา CYP1A model สัตวทดลองที่
คลายกับมนุษยมากที่สุดคือ หนู mice เปนตน7 ดังนั้นการศึกษา
แตละไอโซฟอรมของ P450 นั้น ชนิดสัตวทดลองที่เหมาะสมใน
การศึกษาจึงแตกตางกันออกไป ปจจุบันไดมีการพัฒนาชนิด
สัตวทดลองที่มีความคลายคลึงกับมนุษยมากขึ้นหรือเปนตัวแทน




ตารางที่ 1 Isoforms ของ cytochrome P450 ตามการเมแทบอ- 








1B1 1A1 2J2 4F2 2R1 2A7 
7A1 1A2 4A11 4F3 24A1 2S1 
7B1 2A6 4B1 4F8 26A1 2U1 
8B1 2A13 4F12 5A1 26B1 2W1 
11B1 2B6  8A1 26C1 3A43 
11B1 2C8   27B1 4A22 
11B2 2C9    4F11 
17A1 2C18    4A22 
19A1 2C19    4V2 
21A2 2D6    4X1 
27A1 2E1    4Z1 
39A1 2F1    20A1 
46A1 3A4    27C1 
51A1 3A5     
 3A7     
แหลงขอมูล: Guengerich. Biochem Biophys Res Commun 2005;338(1):465–4695 
 
 
ตารางที่ 2 การเปรียบเทียบไอโซฟอรมที่สําคัญในการเมแทบอลิซึมสารแปลกปลอมที่เขาสูรางกาย ในมนุษย หนู mice และหนู rat 
(ดัดแปลงจาก Löfgren et al. Xenobiotica 2004;34(9):811–834)6   
สิ่งมีชีวิต Family Subfamily 
มนุษย หนู mouse หนู rat 
CYP1 A 1A1, 1A2 1A1, 1A2 1A1, 1A2 
 B 1B1 1B1 1B1 
CYP2 A 2A6, 2A7, 2A13, 2A18 2A4, 2A5, 2A12,2A22 2A2, 2A3 
 B 2B6, 2B7 2B9, 2B10, 2B13, 2B19, 2B20x, 2B23 2B1, 2B2, 2B3 
 C 2C8, 2C9, 2C18, 2C19 2C29, 2C37, 2C38, 2C39, 2C40, 2C44, 2C50, 
2C51x, 2C54, 2C55, 2C65, 2C66, 2C67, 2C68, 
2C69, 2C70 
2C6, 2C7, 2C11, 2C12, 2C13, 2C22, 
2C23 
 D 2D6 2D9, 2D10, 2D11, 2D12, 2D13, 2D22, 2D26, 
2D34, 2D40 
2D2, 2D3, 2D4, 2D5, 2D18 
 E 2E1 2E1 2E1 
CYP3 A 3A3X, 3A4, 3A5, 3A7, 3A43 3A11, 3A13, 3A16, 3A25, 3A41, 3A44, 3A57, 3A59 3A1, 3A2, 3A9, 3A18, 3A23 
 
ปจจุบัน การศึกษาการเหนี่ยวนําหรือยับยั้งการแสดงออกของ 
P450 โดยยาหรือสารตาง ๆ ถูกนํามาใชในการศึกษาเพื่อประเมิน





การศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม P450 (enzyme 
activity) แตละไอโซฟอรม ซึ่งมีหลากหลายวิธีซึ่งแตกตางกันทั้ง
สารต้ังตน ปฏิกิริยาเคมี ตลอดจนเทคนิคการวิเคราะหเ พ่ือ
ตรวจสอบผล โดยบทความนี้รวบรวมการศึกษาไอโซฟอรมที่มี
ความสําคัญในการเมแทบอลิซึมของยาหรือสารแปลกปลอมกลุม
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P450 ถูกแบงตามไอโซฟอรมที่สําคัญตอการเมแทบอลิซึมสาร




อวัยวะอ่ืน ๆ ที่ไมใชตับ อาทิ ปอด ลําไสเล็ก กระเพาะอาหาร 
ในขณะที่การแสดงออกที่ตับพบคอนขางต่ํา9,10 เอนไซมชนิดนี้มี
ความสําคัญในการเปลี่ยนแปลงสารกอมะเร็ง (procarcinogen) ไป
เปนสารที่ทําใหเกิดมะเร็ง (carcinogen) เชน polycyclic aromatic 
hydrocarbon (PAH)11 อีกทั้งยังสามารถถูกชักนําใหมีปริมาณ
เพ่ิมข้ึนไดจากการไดรับสาร PAH เหลานี้12 หรือเขมาควันการสูบ
บุหรี่13 เปนผลเพ่ิมความเสี่ยงตอการเปนโรคมะเร็ง  
การศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมชนิดนี้มีหลาย
วิธีไดแก ethoxyresorufin-O-deethylation (EROD) ซึ่งเปนวิธีที่
คนพบมานาน ซึ่งทําการศึกษาในไมโครโซม (microsome) จาก
อวัยวะซึ่งโดยมากมักเปนตับซึ่งเปนแหลงของ P450 ของ
สัตวทดลอง เชน หนู rat หนู mice หรือมนุษย แตเนื่องจาก 
CYP1A1 มีการแสดงออกในตับคอนขางนอย จึงอาจจําเปนตอง
เหนี่ยวนําใหเพ่ิมปริมาณกอนนํามาศึกษาดวย PAH หรือ 2,3,7,8-
tetrachloro-dibenzo-p-dioxin (TCDD)14 โดยสารตั้งตนหรือ
สับสเตรท (substrate) สําหรับวิธี EROD คือ ethoxyresorufin 
และตรวจวัดผลิตภัณฑคือ resorufin ซึ่งเปนเมแทบอไลท 
(metabolite) ที่มีคุณสมบัติในการดูดกลืนแสงและเรืองแสงได จึง
สามารถตรวจวัด resorufin ที่เกิดข้ึนไดดวยวิธี spectrofluoro-
metry โดยมีคา excitation ที่ 550 nm และคา emission ที่ 585 
nm15,16 อยางไรก็ตาม Radenac17 ไดเสนอคา excitation และ 
emission ที่เหมาะสมที่ทําใหมีการรบกวนของสับสเตรทไดนอย
ที่สุดที่ความยาวคลื่น 560 nm และ 584 nm ตามลําดับ นอกจากนี้
มีบางรายงานกลาววา ethoxyresorufin ไมเฉพาะเจาะจงกับ
เฉพาะ CYP1A1 เทานั้น ยังอาจสามารถถูกเมแทบอลิซึมผาน 
CYP1A2 ไดดวย18 ดังนั้นเพ่ือแกขอบกพรองของแตละวิธีจึงอาจ
ประยุกตใช recombination human P450 enzymes แทนไม





ประมาณ 13% ของเอนไซม P450 ที่อยูภายในตับ19,20 ไอโซฟอรม
นี้สามารถเมแทบอไลทสารกอมะเร็งไดคลายคลึงกับ CYP1A1 
เชน PAH, nitrosamines, aromatic amides และ amines20 อีกทั้ง
สามารถเมแทบอไลทยาหลายชนิด อาทิ theophylline, phena-
cetin, zolmitriptan, ropivacaine และ lidocaine เปนตน10 
การศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม CYP1A2 มี
รายงานไวหลายวิธีไดแก 1) EROD ซึ่งมีลักษณะคลายคลึงกับ
การศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม CYP1A116,21 2) 
วิธี phenacetin O-deethylation (POD) 22,23 ซึ่งศึกษาใน 
ไมโครโซมของมนุษย มี phenacetin เปนสับสเตรทและวัดสาร 
เมแทบอไลทซึ่งเปนผลิตภัณฑของปฏิกิริยาคือ acetaminophen 
โดยเทคนิค high-performance liquid chromatography  (HPLC) 
ซึ่งประกอบดวย C-18 column มี butyl-p-aminophenol เปน 
internal standard และตรวจวัดผลิตภัณฑดวย UV-spectro-
photometry ที่ความยาวคลื่น 254 nm 3) วิธี methoxyresorufin 
O-demethylation (MROD) เปนวิธีการศึกษาหนึ่งที่ใชหลักการ
คลายคลึงกัน EROD เพียงแตสับสเตรท คือ methoxyresorufin 
ซึ่งมีความจําเพาะเจาะจงตอ CYP1A2 มากกวาวิธี EROD24 
อยางไรก็ตามพบรายงานที่ขัดแยงกันกลาวคือ Hamm และคณะ25 
รายงานวา MROD เปนวิธีที่ไมเหมาะสมสําหรับการศึกษา
ประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม CYP1A2 ในหนู mice 
เนื่องจากสามารถพบประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม P450 
เมื่อตรวจสอบโดยวิธี MROD ในหนู mice ที่ขาด CYP1A2 gene 
และ 4) caffeine N3-demethylation (CN3D)21 เปนอีกวิธีที่ตาง
จาก CYP1A1 โดยเปนการศึกษาในไมโครโซมของมนุษย มี 
caffeine เปนสับสเตรท ทําการตรวจวัดผลิตภัณฑของปฏิกิริยาคือ 
paraxanthine โดยเทคนิค HPLC ซึ่งประกอบดวย C-18 column 
และ UV-detector ที่ความยาวคลื่น 280 nm โดยมีรายงานวา 
ปฏิกิริยา 8-hydroxytion ของ caffeine เปนเสนทางหลักในการเม
แทบอลิซึมในหนู rat ซึ่งผลิตภัณฑที่ไดคือ 1,3,7 trimethyl-
xanthine26,27 ดังนั้นจึงอาจประยุกตใชปฏิกิริยา caffeine-8-
hydroxylation เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม 




กอมะเร็ง ไดแก PAH, N-heterocyclic amines, arylamine และ 
amino azo dyes เปนตน14,28 ในมนุษยเอนไซมชนิดนี้มีการ
แสดงออกในอวัยวะตาง ๆ นอกเหนือจากตับ เชน เซลลเยื่อบุ
หลอดเลือด ปอด ไต และอวัยวะที่ผลิตสารจําพวกสเตียรรอยด 
เชน ตอมหมวกไต รังไข และอัณฑะ เปนตน9,14,29 นอกจากนี้หาก
การพัฒนาของตัวออนในครรภมารดามีความผิดปกติของเอนไซม 
CYP1B1 จะทําใหเกิดเปนโรคตอหินแตกําเนิดได (buphthalmos) 
เนื่องจาก CYP1B1 มีบทบาทสําคัญในการเมแทบอลิซึม retinoic 
acid ซึ่งเปนสารสําคัญในการพัฒนาดวงตาของทารกในครรภ2,30,31  
วิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม CYP1B1 
พบวาเปนวิธีเดียวกันกับที่ใชศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของ
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เอนไซม CYP1A1 และ CYP1A2 คือวิธี EROD โดยศึกษาใน 
recombinant human P450 enzymes ซึ่งเปนเอนไซม CYP1B1 
ที่มีความบริสุทธิ์สูง32 แลวตรวจวัด resorufin ซึ่งเปนผลิตภัณฑ
ของปฏิกิริยาดวยเทคนิค spectrofluormetry ที่ excitation และ 
emission wavelength ที่แตกตางกัน อาทิเชน Burke และคณะ15 
ใช excitation และ emission wavelength ที่ 550 และ 585 
ตามลําดับ ในขณะที่ Keshava และคณะ33 ใชที่ 560 และ 592 nm 




แตกตางกัน โดยหนู rat และหนู mice จะมีการแสดงออกของไอโซ
ฟอรมที่แตกตางกันคือ CYP2B1/2 และ CYP2B9/10 ตามลําดับ 
CYP2B มีการแสดงออกภายในตับเปนหลัก แตอาจพบการ
แสดงออกของ CYP2B1/2 ภายนอกตับบาง เชน ลําไสเล็ก ปอด 
เอนไซม CYP2B มีการแสดงออกแตกตางกันระหวางเพศ (sexual 
dimorphism) กลาวคือ ในหนู mice เพศเมียจะมีการแสดงออก
ของเอนไซม CYP2B9 มากกวาในเพศผู ขณะที่ CYP2B10 ใน
เพศเมียและเพศผูจะมีการแสดงออกของเอนไซมใกลเคียงกัน34 
สวนในหนู rat เพศเมียจะมีการแสดงออกของเอนไซม CYP2B1/2 
มากกวาเพศผู35 ถึงแมวาไอโซฟอรมเหลานี้จะไมไดแสดงออกใน
มนุษยแตมีความสําคัญในแงการทํานายการศึกษาประสิทธิภาพ
การทํางานของเอนไซม CYP2B6 ในมนุษยเบ้ืองตนได เนื่องจาก 
CYP2B ในหนูทั้งสองชนิดมีความคลายคลึงกับ CYP2B ในมนุษย
มากถึง 55%  
วิธีที่นิยมในการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม 
CYP2B ในหนูทั้งสองชนิด คือ benzyloxyresorufin O-dealkyl-
ation (BROD) และ penoxyresorufin O-dealkylation (PROD) 
โดยมี benzyloxyresorufin และ penoxyresorufin เปนสับสเตรท 
ตามลําดับ ผลิตภัณฑของปฏิกิริยาคือ resorufin เชนเดียวกันใน
ทั้ง 2 วิธี และทําการตรวจวัดการเรืองแสงของผลิตภัณฑโดย
เทคนิค spectrofluorometry ที่ใช wavelength ของ excitation 
และ emission ที่ 530 nm และ 585 nm ตามลําดับ15,36  
 
CYP2B6 
ที่ผานมาพบวาเอนไซม CYP2B6 มีความสําคัญในการ 
เมแทบอไลทสารแปลกปลอมในระดับตํ่า เนื่องจากเปนเอนไซมที่มี
ปริมาณนอยในตับ คือเพียงประมาณ 1 - 6% ของ P450 ทั้งหมด
ในตับ19 ปจจุบันเอนไซม CYP2B6 มีบทบาทสําคัญในการ 
เมแทบอลิซึมยาตาง ๆ มากขึ้น โดยเฉพาะสารจําพวก non-planar 
molecule with basic grouping20 เชน artemisinin, bupropion, 
cyclophosphamide, efavirenz และ nicotin10  
วิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมมีปรากฎอยู
หลายวิธีไดแก 7-ethoxy-4-trifluoromethylcoumarin O-
dealkylation (7-EFCOD) 37,38 เปนการศึกษาในไมโครโซมมนุษย 
โดยสับสเตรทคือ 7-ethoxy-4-trifluoromethylcoumarin (7-EFC) 
และตรวจวัดผลิตภัณฑคือ 7-hydroxy-4-trifluoromethylcoumarin 
(7-HFC) ดวยเทคนิค spec-trofluorometry โดยมีคา wavelength 
ของ  excitation และ emission ที่ 410 และ 510 nm ตามลําดับ 
อยางไรก็ตาม มีบางรายงานกลาววา 7-EFC สามารถถูกเมแทบอ-
ลิซึมผานไอโซฟอรมอื่นของ P450 ได เชน CYP1A2 และ 
CYP2E139 ดังนั้นหากตองการใชวิธี 7-EFCOD ซึ่งเปนวิธีที่งาย
และรวดเร็วในการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม 
CYP2B6 อาจประยุกตใช recombinant CYP2B6 enzyme ที่
จําเพาะแทนการใชไมโครโซมจากสิ่งมีชีวิตจริงได  
อีกวิธีหนึ่งที่ใชศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม 
CYP2B6 คือ bupropion hydroxylation (BPH) โดยศึกษาใน 
ไมโครโซมของมนุษยเชนเดียวกันกับวิธีแรก โดยมี bupropion 
เปนสับสเตรท และทําการตรวจวัดผลิตภัณฑคือ hydroxyl-
bupropion โดยเทคนิค HPLC ซึ่งประกอบดวย C-18 column 
และ UV-detector ที่ความยาวคลื่น 214 nm โดยมี tripolidine39 
หรือ trazodone40 เปน internal standard วิธีนี้มีความจําเพาะตอ
เอนไซม CYP2B6 มากกวาวิธี 7-EFCOD เนื่องจากคา km จากไม
โครโซมของมนุษย ใกลเคียงกับเมื่อใช recombinant CYP2B6 
enzyme ซึ่งเปนเอนไซมเด่ียว39  
 
CYP2C8 
CYP2C8 เปนเอนไซมที่แสดงออกในตับมากเปนอันดับ 2 
รองจาก CYP2C9 ในจํานวน CYP2C ทั้งหมด และพบวา 
CYP2C8 มีความสําคัญในการเมแทบอลิซึมสารจําพวก retinol, 
retinoic acid, arachidonic acid, cerevastatin และกลุมยา
เบาหวาน เชน repaglinide, pioglitazone, rosiglitazone10 และ
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของ paclitaxel ซึ่งเปนยาตานมะเร็ง20,41  
วิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานเอนไซมของ CYP2C8 
ไดแก paclitaxel 6α-hydroxylation (PX6H)42,43 โดยศึกษาใน 
ไมโครโซมของมนุษย ใชสับสเตรทคือ paclitaxel และวัด
ผลิตภัณฑ ไดแก 6α-hydroxypaclitaxel โดยเทคนิค HPLC 
ประกอบดวย C-18 column ใช diethylstilbestrol เปน internal 
standard และทําการตรวจวัด 6α-hydroxypaclitaxel ดวย UV-
spectrophotometry ที่ความยาวคลื่น 230 nm เนื่องจากสาร
มาตรฐานของวิธี PX6H มีราคาแพงและความเสี่ยงสูงที่กอใหเกิด
อันตรายตอผูทดลองได จึงอาจเลือกใชอีกวิธีหนึ่ง คือ amodia-
quine N-deethylation (AQND) โดยศึกษาในไมโครโซมของ
มนุษย โดยสับสเตรทคือ amodiaquine ซึ่งเปนยาตานมาลาเรีย 
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และตรวจวัดผลิตภัณฑของปฏิกิริยาคือ N-desethylamodiaquine 
โดยเทคนิค HPLC-UV และ LC-MS (Liquid Chromatography-
Mass Spectrometry) ประกอบดวย C-18 column และตรวจวัด 
N-desethylamodiaquine เชิงคุณภาพดวย ion trap mass 
spectrometry และตรวจวัด N-desethylamodiaquine เชิงปริมาณ
ดวย diode array detector ที่ความยาวคลื่น 342 nm44 ดังนั้นวิธีนี้
อาจประยุกตใชเทคนิคเพ่ือวิเคราะหประสิทธิภาพการทํางานของ 




คือประมาณรอยละ 60 ของเอนไซม CYP2C ทั้งหมด โดย 
CYP2C มีอยูประมาณรอยละ 20 ของ P450 ที่แสดงออกภายใน
ตับทั้งหมด19,20 CYP2C9 มีบทบาทสําคัญในการเมแทบอไลทยา
หลากหลายกลุม ไดแก ยาลดน้ําตาลในเลือด เชน tolbutamide ยา
กันชัก เชน phenytoin ยาตานการแข็งตัวของเลือด เชน s-wafarin 
และยาตานการอักเสบที่ ไม ใชสเตียร รอยด  (NSAIDs) เชน 
ibuprofen, diclofenac, mefenamic acid และ piroxicam35  
วิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม CYP2C9 
ไดแก 1) tolbutamide methyl-hydroxylation (TMH)21,23 
ทําการศึกษาในไมโครโซมของมนุษยโดยมี tolbutamide เปน
สับสเตรท และวัดผลิตภัณฑของปฏิกิริยาไดแก hydroxymethyl-
tolbutamide ดวยเทคนิค HPLC ประกอบดวย C-18 column ใช 
chlorpropamide เปน internal standard และตรวจวัด hydroxyl-
methyltolbutamide ดวย UV-spectrophotometry ที่ความยาว
คลื่น 230 nm 2) วิธี diclofenac 4’-hydroxylation (D4H)38,45 
ทําการศึกษาในไมโครโซมของมนุษยโดยสับสเตรทคือ diclofenac 
และตรวจวัดผลิตภัณฑของปฏิกิริยาไดแก 4’-hydoxydiclofenac 
โดยเทคนิค HPLC ประกอบดวย Zorbax ODS column ซึ่งเปน 
reverse phase และทําการตวจวัด 4’-hydoxydiclofenac ดวย 





แมวา CYP2C19 จะมีปริมาณต่ําประมาณรอยละ 1 ของ 
CYP2C ทั้งหมด แตเปนไอโซฟอรมที่มีความสําคัญในมนุษย 
CYP2C19 โดยบทบาทเมแทบอไลทยาหลายชนิด อาทิ proton 
pump inhibitor เชน omeprazole และ tricyclic antidepressant 
เชน imipramine35 เปนตน นอกจากนี้ CYP2C19 ยังปรากฏ
ลักษณะ polymorphism เชน CYP2C19*2 และ CYP2C19*3 
ดวย ดังนั้นแตละชนชาติอาจมีระดับเมแทบอลิซึมยาผานวิถี
เอนไซม CYP2C19 ที่แตกตางกัน   
วิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานเอนไซม CYP2C19 
ไดแก s-mephenytoin 4-hydroxylation (MP4H) ทําการศึกษาใน 
ไมโครโซมของมนุษยโดยมี mephenytoin เปนสับสเตรท และ
ตรวจวัดผลิตภัณฑของปฏิกิริยา ไดแก 4-hydroxymephenytoin 
โดยเทคนิค HPLC ประกอบดวย C-18 column ใช tolbutamide21 
หรือ phenobarbital46 เปน internal standard และตรวจวัด 4-
hydroxymephenytoin ดวย UV-spectrophotometry ที่ความยาว
คลื่น 204 nm อีกวิธีหนึ่ง ไดแก omeprazole 5-hydroxylation 
(OP5H)47-49 ทําการศึกษาในไมโครโซมของมนุษย โดยเทคนิค 
normal phase HPLC ประกอบดวย Superspher SI-60 column 
ซึ่งมี omeprazole เปนสับสเตรท และตรวจวัดผลิตภัณฑ ไดแก 5-
hydroxyomeprazole ดวย UV-spectrophotometry ที่ความยาว
คลื่น 302 nm  
 
CYP2D6  
ในทํานองเดียวกันกับ CYP2C19 แมวา CYP2D6 มีการ
แสดงออกภายในตับคอนขางนอยประมาณรอยละ 3 ของเอนไซม 
P450 ทั้งหมด20 แตเปนไอโซฟอรมที่มีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมมาก โดยมีหลาย polymorphism เชน CYP2D6*2, 
CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*10, CYP2D6*17, 
CYP2D6*29 และ CYP2D6*4150 สงผลใหการเมแทบอไลทยา
ของแตละบุคคลแตกตางกันได CYP2D6 มีความสําคัญในการ 
เ ม แทบอลิ ซึ ม ย าหล ายกลุ ม  อ าทิ  antidepressant ไ ด แ ก 
desipramine กลุม beta-blockers ไดแก propranolol กลุมยา 
antiarrhythmias ไดแก sparteine ยาระงับการไอ ไดแก 
dextromethorphan เปนตน35  
วิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม CYP2D6 
มีหลายวิธีไดแก 1) dextromethorphan O-demethylation 
(DXMOM) ทําการศึกษาในไมโครโซมของมนุษยโดยมี 
dextromethorphan เปนสับสเตรท และตรวจวัดผลิตภัณฑ คือ 
dextrorphan โดยเทคนิค HPLC ซึ่งจะมีการตรวจวัด dextrorphan 
2 วิธี ไดแก 1.1) HPLC-UV21 ที่ความยาวคลื่น 280 nm โดยใช C-
18 column 1.2) HPLC-fluorometry โดย excitation และ 
emission wavelength ที่ 270 nm และ 312 nm ตามลําดับ โดย
ใช C-18 column51 , diphenyl column21 หรือ phenyl column52 
การตรวจวัดผลิตภัณฑดวย  spectrofluorometry มีความไว
มากกวา UV-spectrophotometry 2) bufuralol 1’-hydroxylation 
(B1H) ทําการศึกษาในไมโครโซมของมนุษยโดยมี bufurarol เปน
สับสเตรท  และตรวจวัดผลิตภัณฑของปฏิกิ ริยาไดแก  1’-
hydroxybufaralol โดยเทคนิค HPLC ประกอบดวย Spherisorb 
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ODS-2 column23 หรือ phenyl column52 และตรวจวัด 1’-
hydroxybufaralol ดวย spectrofluorometry โดย excitation และ 
emission wavelength ที่ 252 nm และ302 nm ตามลําดับ 3) 
debrisoquine 4-hydroxylation (DB4H)52,53 ทําการศึกษาในไม
โครโซมของมนุษยโดย debrisoquine เปนสับสเตรท และตรวจวัด
ผลิตภัณฑของปฏิกิริยา ไดแก 4’-hydroxydebrisoquine โดย
เทคนิค HPLC ประกอบดวย phenyl column และตรวจวัด 4’-
hydroxydebrisoquine ดวย spectrofluorometry ที่ excitation 




ทั้งในมนุษย หนู rat และ หนู mice ดวยไอโซฟอรมเดียวกัน6 
CYP2E1 เกี่ยวของกับการเมแทบอลิซึมยาคอนขางจํากัดไดแก 
acetaminophen, chlorzoxazone แตมีบทบาทในการเมแทบอลิ
ซึมสารกอมะเร็งคอนขางมาก อาทิ benzene, styrene, 
acrylomitril และ nitrosamine นอกจากนี้ยังมีบทบาทสําคัญในการ
เมแทบอลิซึม ethanol เพ่ือปองกันไมใหระดับของ ethanol ใน
กระแสเลือดสูงเกินรางกายรับไดและ ethanol เองยังสามารถชกันาํ
ให CYP2E1 เพ่ิมปริมาณไดอีกดวย35 วิธีการศึกษาประสิทธิภาพ
การทํางานของเอนไซม CYP2E1 ไดแก chlozoxazone 6-
hydroxylation (CZ6H)21,23 ทําการศึกษาในไมโครโซมของมนุษย
โดยสับสเตรทคือ chlozoxazone และตรวจวัดผลิตภัณฑของ
ปฏิกิริยาไดแก 6-hydroxychlozoxazone โดยเทคนิค HPLC 
ประกอบดวย C-18 column ใช zoxazolamine เปน internal 
standard และตรวจวัด 6-hydroxychlozoxazone ดวย UV-
detector ที่ความยาวคลื่น 287 nm อีกวิธีหนึ่งไดแก p-nitrophenol 
hydroxylation (4NPH)6,54 ทําการศึกษาในไมโครโมโซมของหนู 
rat สับสเตรทคือ p-nitrophenol และตรวจวัดผลิตภัณฑของ
ปฏิกิริยาไดแก 4-nitrocatechol โดยเทคนิค UV-spectrophoto-
metry ตรวจวัด 4-nitrocatechol ภายใตสภาวะที่เปนดาง ที่ความ
ยาวคลื่น 546 nm ซึ่งในสภาวะนี้ สารเมแทบอไลทอื่นของ p-
nitrophenol ไมรบกวนการตรวจวัด 4-nitrocatechol  
 
CYP3A4/5 
CYP3A4/5 มีปริมาณรอยละ 30 ของเอนไซม P450 ทั้งหมด
ในตับ35 และเปนไอโซฟอรมที่สําคัญที่สุดในการเมแทบอลิซึมยาที่
เขาสูรางกาย โดยยาประมาณรอยละ 50 ของยาในทองตลาด มัก
ถูกเมแทบอไลสผานเอนไซมชนิดนี้ ยาที่ถูกเมแทบอไลสผาน 
CYP3A4/5 ไดแก terfenadine ยากลุม benzodiazepines, 
midazolam, triazolam, quinidine, lidocaine, carbamazepine, 
nifedipine, tacrolimus, dapsone และ erythromycin เปนตน 
นอกจากนี้ CYP3A4/5 ยังเมแทบอไลสสารภายในรางกายดวย 
อาทิ steroids, bile acid เปนตน2,35 นอกจากตับแลวยังสามารถ
พบเอนไซมชนิดนี้ในอวัยวะอื่นๆ ไดแก กระเพาะอาหาร ปอด 
ลําไส และไต9,29 วิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของ
เอนไซม CYP3A4/5 ไดแก midazolam 1’-hydroxylation 
(MZ1H), testosterone 6β-hydroxylation (T6BH) และ nifedipine 
oxidation (NFO)6,55,56 โดยสับสเตรทของแตละปฏิกิริยาไดแก 
midazolam, testosterone และ nifedipine ตามลําดับ ทําการ
ตรวจวัดผลิตภัณฑของปฏิกิริยาไดแก 1’-hydoxymidazolam 
(1HMZ), 6β-hydroxytestosterone (6BHT) และ oxidized 
nifedipine (ONF) ตามลําดับ โดยเทคนิค HPLC ประกอบดวย C-
18 column ใช phenacetin, androstenedione และ diazepam 
เปน internal standard สําหรับ midazolam, testosterone และ 
nifedipine ตามลําดับ และตรวจวัด 1HMZ, 6BHT และ ONF ดวย 
UV-detector ที่ความยาวคลื่น 220, 254 และ 270 nm ตามลําดับ 
เนื่องจาก midazolam จัดเปนวัตถุออกฤทธิ์ตอจิตประสาทประเภท
ที่ 2 ตามกฎหมายยาของประเทศไทย จึงอาจไมสะดวกในการ




CYP3A11 เปนไอโซฟอรมที่พบในหนู mice มีลําดับกรดอะมิ
โนคลายคลึงกับ CYP3A4 ของมนุษยมากถึงรอยละ 76 นอกจากนี้ 
CYP3A11 ยังมีการแสดงออกที่ลําไสคลายคลึงกับ CYP3A4 ใน
มนุษยดวย35 ดังนั้นนิยมใช CYP3A11 ในการศึกษาเพื่อทํานาย
ความเปนไปได เ บ้ืองตนของการเมแทบอลิซึมยาหรือสาร
แปลกปลอมที่เขาสูรางกาย โดยวิธีการศึกษาประสิทธิภาพการ
ทํางานของเอนไซม CYP3A11 ไดแก 6BHT16 ทําการศึกษาในไม
โครโซมของหนู  mice โดยสับสเตรทคือ  testosterone และ
ตรวจวัดผลิตภัณฑของปฏิกิริยาคือ 6BHT โดยเทคนิค HPLC 
ประกอบดวย C-18 column และตรวจวัด 6BHT ดวย UV-





อวัยวะตาง ๆ แตกตางกัน มีบทบาทสําคัญในการเปลี่ยนแปลงสาร
แปลกปลอมที่เขาสูรางกาย โดยผานกระบวนการเมแทบอลิซึมใน 
Phase I ดังนั้นการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม 
P450 ไอโซฟอรมตาง ๆ ตอการทํานายกระบวนการเมแทบอลิซึม
และเภสัชจลนศาสตรของยาจึงมีความสําคัญ ดังนั้นการเลือกวิธี
การศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมที่เหมาะสมสําหรับ- 
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ตารางที่ 3 วิธีการศึกษาประสิทธภิาพการทํางานของเอนไซม P450 แตละไอโซฟอรม  
วิธีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม 
P450s 
ปฏิกิริยา สับสเตรท ผลิตภัณฑ เทคนิคการตรวจวัดผลิตภัณฑ 
เอกสาร
อางอิง 
CYP1A1 Ethoxyresorufin-O-deethylation (EROD) Ethoxyresorufin Resorufin Spectrofluorometry (excitation 550 
nm, emission 585 nm) 
15, 16 
CYP1A2 Ethoxyresorufin-O-deethylation (EROD) Ethoxyresorufin Resorufin Spectrofluorometry (excitation 550 
nm, emission 585 nm) 
15, 16 
 Phenacetin O-deethylation (POD) Phenacetin Acetaminophen HPLC-UV (C-18 column, 254 nm) 22, 3 
 Methoxyresorufin O-demethylation 
(MROD) 
Methoxyresorufin Resorufin Spectrofluorometry (excitation 550 
nm, emission 585 nm) 
24, 5 
 Caffeine N3-demethylation (CN3D) Caffeine Paraxanthine HPLC-UV (C-18 column, 280 nm) 21, 26 
CYP1B1 Ethoxyresorufin-O-deethylation (EROD) Ethoxyresorufin Resorufin Spectrofluorometry (excitation 550 
nm, emission 585 nm) 







Spectrofluorometry (excitation 410 
nm emission 510 nm) 
37, 38 





Benzyloxyresorufin Resorufin Spectrofluorometry (excitation 530 
nm emission 585 nm) 
15, 36 
 Penoxyresorufin O-dealkylation (PROD) Penoxyresorufin Resorufin Spectrofluorometry (excitation 530 
nm emission 585 nm) 
15, 36 
CYP2C8 Paclitaxel 6α-hydroxylation (PX6H) Paclitaxel 6α-hydroxypaclitaxel HPLC-UV (C-18 column, 230 nm) 42, 43 
 Amodiaquine N-deethylation (AQND) Amodiaquine N-desethylamodia-
quine 
HPLC-UV (C-18 column, diode array 
342nm); LC-MS  (Ion trap MS) 
44 
CYP2C9 Tolbutamide methyl-hydroxylation (TMH) Tolbutamide Hydroxymethyl-
tolbutamide 
HPLC-UV (C-18 column, 230 nm) 21, 23 
 Diclofenac 4’-hydroxylation (D4H) Diclofenac 4’-hydoxydiclofenac HPLC-UV (C-18 column, 282 nm) 38, 45 
CYP2C19 S-mephenytoin 4-hydroxylation (MP4H)  Mephenytoin 4-hydroxymephenytoin HPLC-UV (C-18 column, 204 nm) 21, 46 
 Omeprazole 5-hydroxylation (OP5H) Omeprazole 5-hydroxyomeprazole HPLC-UV (Superspher SI-60 column, 
302 nm) 
47, 48, 49 
CYP2D6 Dextromethorphan O-demethylation  
(DXMOM) 
Dextromethorphan Dextrorphan HPLC-UV (C-18 column, 280 nm)  
HPLC-SF (C-18 column, phenyl 
column, diphenyl column, excitation 
270 nm emission 312 nm)   
21, 51 
 Bufuralol 1’-hydroxylation (B1H)  Bufaralol  1’-hydroxybufaralol  HPLC-SF (C-18 column, phenyl 
column, excitation 252 nm emission 
302 nm) 
23, 52 
 Debrisoquine 4-hydroxylation (DB4H) Debrisoquine 4’-hydroxydebri-
soquine 
HPLC-SF (phenyl column, excitation 
208 nm, emission 290 nm) 
52, 53 
CYP2E1 Chlozoxazone 6-hydroxylation (CZ6H) Chlozoxazone 6-hydroxychlozoxazone HPLC-UV (C-18 column, 287 nm) 21, 23 
 p-nitrophenol hydroxylation (4NPH) p-nitrophenol 4-nitrocatechol UV (546 nm) 6, 54 
CYP3A4/5 Midazolam 1’-hydroxylation (MZ1H) Midazolam 1’-hydoxymidazolam HPLC-UV (C-18 column, 220 nm) 55, 56 
 Testosterone 6β-hydroxylation (T6BH) Testosterone 6β-hydroxytestosterone HPLC-UV (C-18 column, 254 nm) 6, 56 
 Nifedipine oxidation (NFO) Nifedipine Oxidized nifedipine HPLC-UV (C-18 column, 270 nm) 56 
CYP3A11 Testosterone 6β-hydroxylation (T6BH) Testosterone 6β-hydroxytestosterone HPLC-UV (C-18 column, 254 nm) 16 
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แตละไอโซฟอรม จะสงผลใหผลการทดลองมีความถูกตองและ
แมนยํามากขึ้น นําไปสูการแปลผลทางคลินิกที่ถูกตอง แมนยํา 
และนาเชื่อถือ  
การศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมโดยหลักการ
แลว จะเลือกใชสับสเตรทเปนยาที่มีจําหนายสูทองตลาด เชน 
bupropion, nifedipine, tolbutamide และ paclitaxel เปนตน และ
เปนยาที่มีความจําเพาะกับไอโซฟอรมที่ใชศึกษาคอนขางสูง 
จากนั้นตรวจวัดผลิตภัณฑของปฏิกิริยาโดยเทคนิคการวิเคราะห




ตองพัฒนาอย างต อ เนื่ อ งต อไป  เ พ่ือคนหาสับสเตรทที่ มี
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ABSTRACT  
Cytochrome P450 (P450), a superfamily of heme containing monooxygenase in liver, mainly involves in metabolism of both endogenous substances 
and drugs or xenobiotics in Phase I metabolism. Studies on P450 enzyme activities resulted in understanding metabolic pathway or regulatory 
mechanism of xenobiotics or drugs related to specific P450 isoforms. Of these P450s, CYP1, CYP2, and CYP3 are P450 families commonly 
involved in metabolism of drugs. Of two decades of studies, dealkylation has been a common chemical reaction employed in studies of CYP1 
enzyme activity whereas dealkylation and hydroxylation have been commonly used in studies of CYP2 and CYP3 activities. It is imperative to 
acquire precise, accurate, and reproducible information for reliable prediction of metabolic pathway of drugs and xenobiotics. This could lead to an 
appropriate P450 enzyme activity approach that could precisely predict drug-drug or drug-xenobiotic interactions, drug efficacy, and ultimately clinical 
significance.  
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